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元群和 PAM 神经元群中的 MB-M3 神经元完成厌恶强化作用，将惩罚信号分别传递
到蘑菇体的垂直叶和水平叶的端部；却一直认为章鱼胺参与奖赏性的学习记忆过
程，但是没有细胞水平的鉴定以及奖赏环路的描述。在我们的研究中，通过在自
由活动的果蝇上短暂的激活或抑制特定的 PAM 神经元群（protocerebral 
























Learning and memory are two corresponding neural processes. Learning is 
a neural actitivity depending on experience and changing organ’s 
behaviour to adapt the enviorement.Memory is a neural processing which 
storages and retrieves learned information. Reward and punishment 
learning and memory protect animals to approach the benefits and avoid 
risks for better life. Although researches are exploring the mechanism 
of the brain work, a large amount of studies are required to reveal the 
truth in the future. 
In the first chapter of this thesis, I will explain the research on 
neural circuits underlying appetitive olfacotory associated learning and 
memory in Drosophila melanogaster. I will introduce the methods and 
technics to study the olfactory learning and memory in flies such as 
classical olfactory conditioning and gene manipulation (i.e., GAL4/UAS 
system), introduce the current status of studies on neural circuits in 
olfactory associative learning and memory, and my project: a subset of 
dopamine neurons signal reward for odour memory. Previous studies 
revealed that dopamine signals aversive reinforcement in insects, and 
identified that PPL1 cluster and MB-M3 neurons in PAM convey aversive 
reinforcement to vertical lobes and tip of horizontal lobes of the 




appetitive learning and memory, but no cellular identification and 
circuit description. In our study, by transient activation and 
inactivation of target neurons in intact behaving flies, we show that a 
group of dopamine neurons in the protocerebral anterior medial (PAM) 
cluster signals the sugar reward. In vivo calcium imaging revealed that 
these dopamine neurons are activated by sugar stimulus and the activation 
is increased in starved flies. Our results highlight the cellular 
specificity underlying the various roles of dopamine and the importance 
of spatially segregated local circuits within the mushroom bodies.We 
identified the specific dopamine cluster neurons tht signal reward to the 
horizontal lobes of the mushroom body for the first time, and suggested 
a prelimary relationship between octopamine and dopamine signaling. 
Drug addiction is a particular and extreme rewarded memory, and a 
concerned social issue. In the second chapter, I will introduce 
conditioned place preference model of drug related memory and local 
leision in the rats’brain as the tools to investigate the characters of 
drug related memory and the role of corresponding brain area in reward 
conditioning.We revealed that somatosensory cortices are required for the 
acquisition of morphine related memory whereas the urge to seek drugs 
requires the insular cortex. 




learning and memory in flies, and one of important brain cortices in 
morphine related memory formation in rats. However, we can not completely 
understand the mechanism of reward learning and memory, and solve the drug 
abuse problems. Thus, lots of works need to be done in future. 
Key words: Reward learning and memory, neural circuits, dopamine, 
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    黑腹果蝇（Drosophila melanogaster）原产于东南亚，分类学上属于昆虫
纲（insecta）双翅目（diptera）。它共有四对染色体，其中第一对为性染色体，
有 XY 两种类型，第二至四对为常染色体。X 染色体与常染色体套数的比率决定
果蝇的性别。2000 年对果蝇 13600 个基因测序的完成，是果蝇研究上的一大标
志性进展(Adams et al., 2000)。其中很多与哺乳动物的基因具有高度的同源性，
其进化上的保守性使得果蝇的研究成果方便转移至哺乳动物乃至人类身上，像一
些疾病模型的研究中已经得到证实（如 Muqit and Feany, 2002)。 
1.1.2  较短的生命周期、较强的繁殖能力 
    在室温 25℃、相对湿度为 60%的果蝇培养间内，果蝇的发育周期为 9-10 天，
而有时为不同的实验目的，果蝇被饲养在 18℃或 29℃的环境下，发育周期相应
延长或缩短。果蝇的发育周期经历卵、幼虫（一龄、二龄和三龄三个阶段）、蛹
和成虫四个阶段（图 1.1），大约 50 天左右的寿命。果蝇幼虫在三龄时体型达最









图 1. 1 果蝇生活周期 
果蝇的发育过程包括卵(embryo)，一期幼虫(1st instar larvae)，二期幼虫(2nd instar 
larvae)，三期幼虫(3rd instar larvae)，蛹(pupae)，成虫(adult)几个阶段。25°C 下，
这样一个过程大约需要 10 天时间。图片来自 http://www.seop.yale.edu。 
1.1.3  相对简单而清晰的生物学结构 
    果蝇的生物学结构比较于其它许多生物学模型都更为简单。以神经系统为






























(Wilson et al., 1989)，蛋白陷阱（protein trap）(Quinones-Coello et al., 
2007)，定点缺失突变(Parks et al., 2004)等均成为可能。现在，由转座子产
生的突变体覆盖了大部分的果蝇基因(Bellen et al., 2004; Thibault et al., 
2004) ， 并 且 还 可 以 方 便 的 从 几 个 公 用 突 变 体 库
（http:://flybase.org/static_pages/allied-data/stock_collections.html
）获得。（3）转基因构建，基因敲除，RNAi 等手段在果蝇中也很成熟(Adams and 
Sekelsky, 2002)。 
（4）果蝇研究中通常会用到 GAL4/UAS 组织特性性表达系统(Brand and 
Perrimon, 1993)。GAL4/UAS 都源于酵母，GAL4 是一个转录激活子可以识别 UAS
（upstream activating sequence）序列并激活 UAS 下游基因的表达。它们被引
入果蝇组成一个二位系统，即实验时，将两种果蝇杂交，一种携带有组织特异性
















件下去极化(Lima and Miesenbock, 2005; Schroll et al., 2006)；dTrpA1 编
码果蝇内生的离子通道，可以通过升温（＞27℃）来开启该通道，造成神经元去
极化而被激活，使得用温度激活表达该转基因的特定的神经元成为可能(Hamada 





图 1.3 GAL4/UAS 表达系统及 shibirets1调控神经传递机理（引自 Kasuya et al., 2009） 
实验中包含两种转基因果蝇。一种为组织特异性表达的 GAL4 驱动子，其产生是将酵母 GAL4
转录激活子编码序列置于转座子中，然后随机插入到果蝇的基因组。受插入微点附近增强子
陷阱的影响，GAL4 就能具备某种组织特异性表达模式。不同的 GAL4 表达模式不一样，实验
要根据需要选定相符的品系。另一种为感兴趣的基因（报告基因或效应基因）置于 GAL4 可
以识别的 UAS 序列下游。将这两种果蝇杂交后，产生的子一代果蝇中基因仅表达在具有 GAL4






法成功在在果蝇中鉴定了多种类型的蘑菇体外在神经元类型(Ito et al., 
1998)。之后，GAL4/UAS 基因表达系统大幅度的发展了某一特定基因在选定的目
的神经元中特异表达(Brand and Perrimon, 1993)。因为 GAL4/UAS 功能的强大，
对标记蘑菇体外在神经元的不同 GAL4 品系的鉴定成为研究蘑菇体神经回路的首
要步骤。正是因为有了一大批 GAL4 品系的建立，使得筛选工作可以开展实施。
一 些 GAL4 品 系 脑 荧 光 图 谱 可 以 从 公 用 资 源 中 获 得 （ flytrap ；
http://www.flytrap.org/）。除利用增强子陷阱手段得到的 GAL4 品系外，又增







GAL4 品系，他们检测分析了由 NP 财团构建的大约 4000 个 GAL4 品系的表达图谱
(Hayashi et al., 2002; Tanaka et al., 2008) 。经这个筛选他们鉴定了数十
种蘑菇体内在和外在神经元（图 1.4）。深入的分析这些品系的脑图谱揭示了蘑
菇体还具有复杂的内在结构。和其他昆虫的蘑菇体一样(Li and Strausfeld, 
1999; Rybak and Menzel, 1993; Strausfeld et al., 1998)，每个蘑菇体外在
神经元都投射到蘑菇体的一个特定的亚结构域，形成一个突触单元或是特定的一
群蘑菇体内在和外在神经元接触的小区域。目前，已存在数以千计的组织特异性
表达的 GAL4 品系果蝇（如 Pfeiffer et al., 2008; Pfeiffer et al., 2010），













内在神经元：如 MB-DPM，GABAergic MB-APL，4 种类型的章鱼胺神经元(Busch et al., 2009)，
2 种类型的多巴胺神经元分别投射向α’3 和α3亚结构域(Mao and Davis, 2009)，以及多
种类型的PAM群多巴胺神经元和PPL2ab，向对侧投射的5-羟色胺免疫阳性的deutocerebral




神经系统却可表现出许多相当复杂的行为。除联合学习记忆(Quinn et al., 1974)
外，果蝇的研究开始向高级认知功能拓展，如选择性注意(Van and Cline, 2004)，
抉择(Zhang et al., 2007)，动机(Krasheset al., 2009)，恐惧情绪(Suh et al., 









调节适应性的行为而提取出这些刺激(Hammer et al., 1997)。然而，记忆是内
在的，是神经元编码引导的行为。 
基于巴甫洛夫经典条件化原理，Benzer 及其学生 Quinn 等在上世纪七十年
代设计了经典的果蝇嗅觉电击厌恶条件反射的原型(Quinn et al., 1974)。自此，
结合果蝇遗传学优势来研究学习记忆机理成为可能。随后，Quinn 和他的博士后
Tully 对训练方法进行了改进(Tully and Quinn, 1985)，使得果蝇的学习指数
基本接近饱和的水平。至此，对一些突变体进行定量分析成为可能。该训练模式
也随即成为果蝇嗅觉记忆研究领域的标准(Tully et al., 1994)。图 1.5 上为实
验示意图。训练时，大约 100 只果蝇被置入一个内壁有铜网的训练管，之后果蝇
会先后闻到两种气味（条件刺激 conditioned stimulus，CS），当果蝇闻到第一




为 0 的话意味着 50:50 分布，也就是果蝇完全没有学会；PI 为 100，意味着 100%
的果蝇都逃避训练过程中伴随电击的那种气味。当然，如果训练过程中，若糖水
伴随着一种气味出现，果蝇可以学会趋向给予糖水的那种气味，此时便是嗅觉奖





图 1.5 果蝇嗅觉联合记忆训练与测试示意图（根据 Gerber, 2004 修改） 
上图为嗅觉逃避记忆范式，下图为嗅觉奖赏记忆范式。果蝇被放入训练管（Training tube）
























（sensilla）用以感知气味（图 1.7）。大约 1300 个嗅觉感受神经元（Olfactory 
receptor neuron，ORN）的树突就位于这些图其中。ORN 上的嗅觉受体感受气味





图 1.7 果蝇嗅觉感受器官（引自 Hallem and Carlson, 2004） 
（a）短箭头所指为触须（antennae），长箭头所指为下颚须（maxillary palps）。（b）嗅觉
感受器官上的毛状突起（sensilla），内含有嗅觉感受神经元及气味受体。 
嗅觉信息处理的神经通路如图 1.8a-b 所示。ORN 的轴突将气味信息投射到
触角叶（antennal lobe，AL）区域。投射时，遵循相同气味受体的 ORN 投射到




PN 投射的区域包括 MB 和侧角（lateral horn，LN），即果蝇的第三级嗅觉
中枢。蘑菇体是昆虫脑内最为清楚区分的神经结构之一，具有对称结构的高级神
经调控中枢，在学习记忆和其他很多脑功能中发挥着重要的作用(Tanaka et al., 
2008)。果蝇蘑菇体（图 1.8 c）主要由三部分结构：萼（calyx）、脚（peduncle）







和 γ lobe）中去。侧角区域的神经元组织情况目前并不清楚。MB 和 LH 如何将
处理过的信息传递给运动中枢也尚不明了，但两部分脑区似乎有明显的功能分
工：MB 与后天习得行为有关，而 LH 则更多的与一些先天行为相关。 
 
图 1.8 嗅觉信息处理通路和果蝇蘑菇体结构示意图 












浅灰色）分支形成水平叶（medial lobe）和垂直叶（vertical lobe）。Kenyon 细胞有些分
支在靠近脚后部边缘进入萼（Calyx，浅灰色），也有些分支延伸到附萼（accessory calyx）。
黑色虚线表示不同小叶间的分界线，或者是主萼（main calyx）和附萼间的分界线。水平叶





DA 在果蝇的很多行为中都起到重要的作用(Andretic et al., 2008; 
Friggi-Grelin et al., 2003; Krashes et al., 2009;Liu et al., 2009; 
Riemensperger et al., 2005; Seugnet et al., 2008; Zhang et al., 2007)。
它在大约 280 个神经元中合成并且形成不同的细胞群(Friggi-Grelin et al., 
2003; Mao and Davis, 2009)。酪氨酸羟化酶（Tyrosine Hydroxylase，TH）催










通过检测 TH-GAL4 在脑内标记的神经元以及抗 TH 免疫化学反应，并根据 DA
神经元在脑内的位置及轴突分支特征，将这些神经元分为不同的类群（图 1.10）
(Mao and Davis, 2009)。其中有三类神经元群投射向 MB 神经纤维网：PAM 神经
元投射到水平叶（horizontal lobe）；PPL1 神经元投射到垂直叶（vertical 
lobe），连接区（junction area），跟部（heel）及脚（peduncle）的末梢；以
及 PPL2ab 投射向萼叶（calyx）。根据投射到 MB 的不同亚结构域，PPL1 神经元
又可被分为 5 种类型。功能成像实验显示不同亚区的 DA 神经元对气味、电击以
及气味-电击联合学习后信息处理有所不同，表明其功能上的差异。 
 




（A-C）果蝇脑前部 DA 神经元群，（D-F）脑后部 DA 神经元群。TH-GAL4 标记的神经元由绿
色荧光蛋白标记。虚线内的神经元为同一类群。PAM：protocerebral anterior medial；PAL：
protocerebral anterior lateral ； PPM ： protocerebral posterior medial ； PPL ：
protocerebral posterior lateral；PPD：protocerebral posterior dorsal。 
支持多巴胺在厌恶学习中介导惩罚刺激的证据具体如下：首先，在训练而非
检测时阻断多巴胺神经元的输出可以破坏果蝇的学习(Schwaerzel et al., 
2003)。其次，蘑菇体中多巴胺受体缺失的果蝇完全丧失厌恶学习的能力(Kim et 
al., 2007)。再次，果蝇接受电击惩罚时，可以观察到多巴胺神经元的强烈放电
(Riemensperger et al., 2005)。最后，更为直接的证据来自于人为方法激活多
巴胺神经元取代电击惩罚对果蝇进行训练，从而鉴定出特定亚群多巴胺神经元
（PPL1 神经元群及 PAM 神经元群内的 MB-M3 类型的神经元）在介导气味厌恶条
件化学习中的作用（图 1.11）(Aso et al., 2010; Claridge-Chang et al., 
2009) 。 
 




TH-GAL4 标记的 PPL1 神经元群内不同的神经元类型投射到 MB 垂直叶的不同亚结构。PAM 神
经元群内 MB-M3 神经元投射到 MB 水平叶端部，此类神经元也被 TH-GAL4 标记，NP5272 和





某一类味觉受体基因（gustatory receptor gene，GRs），包括 Gr5a，探知糖类，
并且促进伸喙反应（proboscis extension response，PER）(Thorne et al., 2004; 
Wang et al., 2004)。（2）一个神经元表达另一类 GRs，包括 Gr66a，探知苦味
成分，并且抑制 PER(Thorne et al., 2004; Wang et al., 2004)。（3）另一神
经元，被离子通道 Ppk28 标记，感知水(Cameron et al., 2010; Chen et al., 
2010) 。（4）第四个神经元的功能还不清楚。位于喙，口部和腿上的 GN 投射向
脑内食道叶（tritocerebrum）或 SOG。与灵长类嗅觉信息传递不同，SOG 不是一
个专用的味觉区域。大约有 6000 个神经元同 SOG 有关联，它为脑和腹神经索
（ventral cord）间信息流的传递起着重要作用，如驱动 PER 和饲喂的运动神经
元也位于 SOG。然而感觉和运动神经元间并没有发现直接的连接(Gordon and 
Scott, 2009)，说明可能 SOG 到 PER 的过程中应有中间神经元的局部神经回路控
制。新近的研究表明，DA 神经元参与初级味觉调控，而 DA 成为一种关键的调控






缺的，介导奖赏信息。在蜜蜂脑内，章鱼胺能的 VUMmx1（ventral unpaired medial 
neuron maxillare 1）神经元介导奖赏信号(Hammer, 1993)。在果蝇中，章鱼胺
缺失的突变体果蝇TβH表现出奖赏性嗅觉学习缺陷(Schwaerzel et al., 2003)。
在果蝇幼虫中，激活 TDC2-GAL4 标记的 OA 神经元可以诱导产生奖赏性的嗅觉记
忆，但抑制这群神经元的活性后，奖赏性的嗅觉记忆受损(Honjo et al., 2009; 
Schroll et al., 2006) 。然而却没有神经通路机制的诠释。近几年来，一些研
究发现，DA 也参与奖赏性嗅觉记忆。Kim 等人鉴定了 2种多巴胺受体（dDA1）缺
陷型果蝇，发现这些果蝇脑内 MB 上的多巴胺受体表达不正常，而且在电击和糖
水介导的气味学习中表现出缺陷；但当在MB中恢复表达野生型果蝇脑内的dDA1，
相应的两种学习记忆也恢复到正常水平(Kim et al., 2007)。这说明多巴胺在两
种学习中的重要作用，但并没有特异性的说明多巴胺在奖赏信号通路中的作用。
此外，另一研究发现，投射到 MB 的一种多巴胺神经元 MB-MP，该神经元受到神
经肽（neuropepitide，dNPF）的调控，当该神经元活性被抑制，饱食的果蝇中
也可表现出糖水-气味记忆，而该神经元被激活，即便是饥饿的果蝇，其奖赏记





1.2.3 CS 和 US 的整合 




嗅觉 CS 信息经投射神经元将触角叶得到的信息传入蘑菇体的特定的 KC，强化的
US 信息（惩罚信息和奖赏信息）经单胺类神经元（多巴胺和章鱼胺）分别传入
至蘑菇体(Aso et al., 2010; Claridge-Chang et al., 2009; Schroll et al., 
2006; Schwaerzel et al., 2003)。在一个神经回路模型中，假设这些单胺类神
经元调节 KC 突触的信息在蘑菇体不同小叶的输出，并且在蘑菇体输出神经元被
嗅觉 CS 信息所易化。因此，蘑菇体被认为是记忆形成和存储的位点。 
与此相应，蘑菇体作为嗅觉学习的中枢得到了一系列证据的支持(Davis, 
2005;Heisenberg, 2003)。在此，仅列举其中的一部分：（1）蘑菇体发育异常的
突变体表现学习记忆缺陷(Heisenberg et al., 1985)。（2）化学药物或分子手
段干扰蘑菇体均严重的影响嗅觉学习(Dubnau et al., 2001; McGuire et al., 
2001)。（3）大部分与学习记忆有关的基因均优先表达在蘑菇体，且仅在恢复其
蘑菇体内基因表达才能逆转突变体的嗅觉学习记忆的表型(Han et al., 1992; 





图 1.12 CS 与 US 交汇于 MB (引自 Fiala, 2007) 
蘑菇体为果蝇嗅觉信息处理的第三级中枢，同时又接受多巴胺和章鱼胺信号的输入，经信息
整合，由蘑菇体输出神经元输出。 
CS 和 US 的整合也可能发生在触角叶，有实验数据显示厌恶条件化改变了气
味在触角叶对气味的反应(Ashraf et al., 2006;Yu et al., 2004)。对于奖赏
性记忆，rut 在投射神经元中的表达修复了突变果蝇的记忆损伤(Thum et al., 





受体激活 rutabaga 编码的 I 型腺苷酸环化酶（adnylyl，AC）。而 I 型腺苷酸环
化酶的活性是 Ca2+依赖的，在同时有 CS 传入使 Ca2+升高的情况下，I型腺苷酸环
化酶可以促进更多 cAMP 的合成，于是 rutabaga 便成为 CS 和 US 同时发生的耦合
探测器。胞内 cAMP 浓度升高后，可激活 PKA 磷酸化下游底物，进而改变蘑菇体



















(Krashes et al., 2007;Schwaerzel et al., 2003)，而奖赏或厌恶的记忆是对
已学气味的行为表现。因而，阐明是这些记忆调节不同的 Kenyon 细胞的不同突
触还是以不同的方式调节相同的 Kenyon 细胞的突触是非常必要的。 
2 实验材料和方法 
2.1 实验动物——果蝇 
1.2kb 的 R58E02 加强子片段通过 PCR 扩增，其启动子序列为：
cgaaggcgcaacagctccgattttg 和 ccttgaccaaaatgtggagatccc，源自于多巴胺转运
体基因位点。此片段之后被分别克隆到 pBPGUw(Pfeiffer et al., 2008)，
pBPGAL80Uw-6(Pfeiffer et al., 2010)和 pBPLexA::p65Uw(Pfeiffer et al., 




R58E02-GAL80 被整合到 attP2 （3L），而 R58E02-LexA::p65 被整合到 attP40
（2L）。利用改良的 LexA 载体，LexA 相应的效应基因和报告基因（如：
pJFRC26-13XlexAop2-IVS-dTrpA1-WPRE 和 pJFRC15-13XlexAop2-mCD8::GFP）被
克隆，而且利用 PhiC3 接合位点特异性重组将上述基因分别整合到 VK00005(3L)
和 su(Hw)attP8(X)。 
除图 4d 外，所有行为学实验所用的果蝇均为子一代果蝇。使用到的果蝇品
系如下：y+w;UAS-dTrpA1(Hamada et al., 2008), w-;;UAS-shits (单拷贝
shibire，来自 Dr. Thomas Preat 实验室)(Kitamoto, 2001), w;;LexAop2-dTrpA1, 
w;UAS-dTrpA1;R58E02-GAL80, w;;UAS-shits1 R58E02-GAL80, TβHM18/FM7 
(Monastirioti et al., 1996), TβHM18/FM7;UAS-dTrpA1, w;R58E02-LexA;dumb2, 
w;R58E02-LexA;dumb2 MB247-GAL4, w;;dumb2, white ， w;;TH-GAL4 
(Friggi-Grelin et al., 2003), w;;DDC-GAL4 (Li et al., 2000), w;;HL9-GAL4 
(Claridge-Chang et al., 2009), w;;R58E02-GAL4, w;R58E02-LexA::p65, 
w;;dumb2, w;;LexAop-dTrpA1 dumb2。具体的杂交见表 2.1。 
所有的果蝇养殖与标准的培养基中。用 UAS-dTrpA1 和 UAS-shits1杂交的子
一代果蝇分别培养在温度为 23℃和 17℃中，相对湿度 60%、光暗循环 14/10 小
时的环境下，羽化后 3-14 天的果蝇用于实验。培养在 23℃的与 UAS-dTrpA1 实
验相关的果蝇实验前饥饿 12-48 小时，培养在 17℃的与 UAS-shits1实验相关的果
蝇实验前饥饿 67-86 小时，用以控制果蝇的死亡率大约在 10-20%间。 
形态解剖学中使用 23℃培养，羽化后 5-10 天的目标基因型雌性果蝇。母本




UAS-Syt::HA; UAS-mCD8::GFP(Robinson et al., 2002) ， 
w;UAS-mCD8::GFP;R58E02-GAL80 ，  y w UAS-mCD8::GFP; 
TH-GAL80;UAS-mCD8::GFP ， 或 者 w 
pJFRC21-10XUAS-IVS-mCD8::RFP(attp18)pJFRC15-13XlexAop2-mCD8::GFP(su(H
w)attP8) 。父本果蝇为： w;;TH-GAL4 ， w;;DDC-GAL4 ， w;;R58E02-GAL4 ，
w;R58E02-LexA::p65，w;NP5272 或 w;TDC2-GAL4。 
感谢提供上述果蝇的 Dr. Paul Garrity 实验室，Dr. Thomas Preat 实验室，
Dr.Gerald M. Rubin 实验室，公共果蝇中心 the Kyoto Drosophila Genetic 
Resource Center 还有 the Bloomington Stock Center。 
实验 父本 母本 计算 LI 的 F1 果蝇 
行为 w;;TH-GAL4 w 全部 
 w;;TH-GAL4 w;UAS-dTrpA1 全部 
 w;;DDC-GAL4 w 全部 
 w;;DDC-GAL4 w;UAS-dTrpA1 全部 
 w w;UAS-dTrpA1 全部 
 w;;HL9-GAL4 w 全部 
 w;;HL9-GAL4 w;UAS-dTrpA1 全部 
 w;;DDC-GAL4 w;;UAS-shi 全部 
 w w;;UAS-shi 全部 
 w;;R58E02-GAL4 w;UAS-dTrpA1 全部 
 w;;DDC-GAL4 w;UAS-dTrpA1;R58E02-GAL80 全部 
 w w;UAS-dTrpA1;R58E02-GAL80 全部 
 w;;R58E02-GAL4 w;;UAS-shi 全部 
 w;;DDC-GAL4 w;;UAS-shi R58E02-GAL80 全部 
 w w;;UAS-shi R58E02-GAL80 全部 
 w;R58E02-LexA w 全部 
 w;R58E02-LexA w;;LexAop-dTrpA1 全部 
 w w;;LexAop-dTrpA1 全部 
 w w;R58E02-LexA/Cyo;dumb2/TM6b non-Cyo non-TM6b 
 w;;LexAop-dTrpA1 dumb2 w;R58E02-LexA/Cyo;dumb2/TM6b non-Cyo non-TM6b 
 w;;LexAop-dTrpA1 dumb2 w 全部 
 w;;LexAop-dTrpA1 dumb2 w;R58E02-LexA/Cyo;MB247-GAL4 dumb2/TM6b non-Cyo non-TM6b 
 w;;R58E02-GAL4 TβH[M18]/FM7;UAS-dTrpA1 雄蝇 




 w TβH[M18]/FM7;UAS-dTrpA1 雄蝇 
形态解剖 w;;TH-GAL4 y w UAS-mCD8::GFP 雌蝇 
 w;;DDC-GAL4 y w UAS-mCD8::GFP 雌蝇 
 w;;HL9-GAL4 y w UAS-mCD8::GFP 雌蝇 
 w;;DDC-GAL4 y w UAS-mCD8::GFP;TH-GAL80;UAS-mCD8::GFP 雌蝇 
 w;;R58E02-GAL4 y w UAS-mCD8::GFP 雌蝇 
 w;;R58E02-GAL4 w UAS-Syt::HA;UAS-mCD8::GFP 雌蝇 
 w;;DDC-GAL4 w;UAS-mCD8::GFP;R58E02-GAL80 雌蝇 
 w;;R58E02-LexA::p65 w pJFRC21-10XUAS-IVS-mCD8::RFP(attp18) 雌蝇 
  pJFRC15-13XLexAop2-mCD8::GFP(su(Hw)attP8) 雌蝇 
 F1 of RFP GFP; R58E02-LexA w;NP5272 雌蝇 
 F1 of RFP GFP; R58E02-LexA w;TDC2-GAL4 雌蝇 
钙成像 w;;R58E02-GAL4 w;UAS-GCaMP3 雌蝇 
表 2.1 实验中杂交所用果蝇 
2.2 行为学范式 
2.2.1  试剂和材料 
3-辛醇：3-octanol，OCT， 购自德国的 Merck Schachardt 公司。 
4-甲基环己醇：4-methylcyclohexanol，MCH，购自德国的 Sigma-Aldrich
公司。 
石蜡油：paraffin oil，购自法国的 Sigma-Aldrich 公司。 
OCT 和 MCH 以 1:10 溶于石蜡油中，使用时分别置于内径为 3mm 和 5mm 的气
味杯中。 
培养皿：购自德国 Nümvrecht 的 Sarstedt 公司。 
CMOS 摄像头：购自 Firefly MV, Piont Grey, Richmond, Canada。 






主要使用改进的嗅觉奖赏性条件化范式(Aso et al., 2010)，利用改良的 T
型迷宫（Tully machine，如图 2.1 和 2.2a）。所有的实验都在暗红光条件化下
进行训练，在完全黑暗条件下进行检测。通过 T-maze 的气流速度为每分钟 2L。 
 




2M 蔗糖溶液的烘干的滤纸的训练管，同时给予 1min 的 MCH（CS+）气味；除去气
味小瓶后，待气泵抽去残留气味 1min 后，将果蝇转入未经糖水处理的滤纸的训
练管中，同时给予 1min 的 OCT（CS-）气味（图 2.2b）。检测前，将果蝇移入选
择位点—T 型迷宫分别通有训练时果蝇闻到的两种气味（MCH 和 OCT）的两臂中









（#CS+ + #CS-）×100。PI 为 0 意味着 50:50 分布，也就是完全没有学习；PI
为 100 意味着所有的果蝇都偏好先前伴随糖水的 CS+，也就是完美学习。考虑到
果蝇可能对 CS+和 CS-两种气味存在偏好性，一次完整的实验（n=1）实际上包括
两组互补训练的果蝇：（1）经历 MCH 伴随糖水，OCT 不伴随糖水；（2）经历 OCT






在于，给予 2 种气味之一时，果蝇被转入在 30℃的温箱中预热的训练管中。给
予另一气味时，转入另一训练管的温度为 24℃（图 2.2b）(Aso et al., 2010)。




要 2min 时间，所以得到的行为指数被称为 2min 记忆）。当检测果蝇的记忆保持
能力时，果蝇在训练后被置入有润湿的滤纸的小管中，放置相应的时间间隔，直






盛有食物的小瓶内。实验共分 4组（图 3.9）：（1）对照组：饥饿 12 小时后进行
训练，训练后继续饥饿 12 小时进行检测。（2）训练前饲喂半小时组：饥饿 11.5
小时后饲喂半小时进行训练，训练后继续饥饿 12 小时进行检测。（3）检测前饲
喂半小时组：饥饿 12 小时候进行训练，训练后继续饥饿 11.5 小时后饲喂半小时
进行检测。（4）训练前饲喂组：训练前没有饥饿，训练后饥饿 12 小时进行检测。 
 
图 2.2 行为学范式及行为指数计算示意图 
（a）蔗糖气味条件化示意图：一个完整的实验包括 2 个互补训练的行为组别，第一组，在
给予 MCH 气味时同时呈现蔗糖 1min，给予 OCT 气味时不呈现蔗糖 1min，检测时仅呈现 MCH
和 OCT 两种气味，根据果蝇在两臂中的数目和分布情况，得到 PI1（d）；第二组，给予 OCT













中(图 2.3a)（Schnaitmann et al.,2010）在一半含 2M 糖水和一半未经处理的























检验，而后进行 Dunn’s 多重比较检验）。统计学检测的显著水平设定为 0.05。 
2.4 共聚焦显微镜检测果蝇脑荧光图谱暨免疫组织化学检验 
    除多巴胺染色使用溶于 PBS 的 0.6%戊二醛（glutaraldehyde）固定 30min
及相应的戊二醛染色方案(Busch et al., 2009)外，其他免疫组化实验均使用标
准方案(Aso et al., 2010)。选用羽化后 5-10 天的子一代雌性果蝇（父母本果
蝇见表 2.1）。脑在 Ringer’s 溶液中剥离，在含有 0.1%TritonX-100（PBT）和
2%甲醛（Sigma）的 PBS 中常温固定 1小时，然后用 PBT 冲洗 3次，每次 10min。




一抗的 PBT 中 4℃过夜培养。一抗为兔多克隆抗体（抗 GFP）（1:1000；分子探针），
鼠单克隆抗体（抗突触前膜蛋白 Synapsin）（1:20；3C11），或是 HA（1:200；16B12；
Covance；MMS-101P）。之后，用 PBT 冲洗脑 3 次，每次 20min，然后 4℃过夜培
养在二抗中。二抗为Alexa Fluor488-共轭的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）（1:1000
或 1:500；分子探针）或抗鼠 IgG（1000；分子探针）和 Cy3-共轭的山羊抗鼠 IgG
（1:250；Jackson ImmunoResearch）或抗-兔 IgG（1:1000；分子探针）。最后，
用 PBT 冲洗脑 3次，每次 20min，过 1h 后再冲一次，然后将脑置于 Vectashield
封固剂中，将脑正面对着共聚焦显微镜（Olympus FV1000，Leica SP1 或 SP2）。
用mCD8::GFP和mCD8::RFP双标记的样本只通过相关表达蛋白的水平而不经过免
疫组化来检测荧光信号。在评估 R58E02-GAL80 效果时，全脑的扫描参数设定在




通过杂交母本 R58E02-GAL4 和父本 UAS-GCaMP 来表达靶向 PAM 神经元的
GCaMP3 钙报告分子。在 25℃，羽化后 1-2 天的子一代雌蝇置于在体钙成像装置
上(Sejourne et al., 2011) (图 2.4)。果蝇经 CO2 短暂的麻醉，其喙可自由伸
缩并可吸入糖水溶液（在刺激足部跗节的实验中，果蝇的喙被固定）。手术中，
将果蝇的脑浸浴于溶液中，把 36mM 蔗糖溶液替换为 36mM 核糖。手术结束时，脑












末梢可以清楚的辨别，但是很难区分 β 叶和 β’叶，故此，我们用 β/β’标
记所截取的β叶分析层面相应的荧光信号。我们分别记录给予 1滴 8μL 矿泉水、
1M 糖水和 0.1mM 可卡因溶液相应脑区的反应。三种溶液滴在一塑料盘上，以显
微操作方式呈递给果蝇 5s。选定上述溶液浓度是基于其引起 SOG 的味觉神经元
反应已达到饱和(Marella et al., 2006)。多种不同溶液以随机方式呈现给果蝇，
而且若糖水不是最后一个测试的溶液，在实验最后需检测一次额外的糖水反应作
为阳性对照，但在分析中并不包括这部分数据。 







果（6只右脑，4只左脑）。该实验由 Pierre-Yves Plaçais 操作并分析完成。 
3 结果 
3.1 激活 DDC-GAL4标记的神经元可在饥饿果蝇中诱导产生奖赏性气味记忆 
介导奖赏性信号的神经元应该能够替代奖赏刺激并且驱动奖赏性记忆的形





件化气味反应的行为表现一致。我们利用从属于 transient receptor potential
（TRP）家族的热激活离子通道 dTrpA1(Hamada et al., 2008)作为 UAS 效应器，
分别激活 TH-GAL4 (Friggi-Grelin et al., 2003)和 DDC-GAL4(Li et al., 2000)
标记的神经元。这两种GAL4品系的果蝇标记不同但也明显相同的神经元(Kong et 
al., 2010)（图 3.1）。如：TH-GAL4 标记大约 12 个 PAM 神经元，6个 PPL1 神经
元；而 DDC-GAL4 标记大约 115 个 PAM 神经元，1-2 个 PPL1 神经元。因多巴脱羧
酶参与多巴胺和 5-羟色胺两种神经递质的第二阶段的合成，故 DDC-GAL4 也标记
一些 5-羟色胺神经元(Li et al., 2000)。酪氨酸羟化酶（Tyrosine Hydroxylase，
TH）和多巴脱羧酶（Dopa Decarboxylase，DDC）是合成多巴胺两阶段不可或缺




(Kong et al., 2010)。 
 
图 3.1.脑内 TH-GAL4（a）和 DDC-GAL4（b）标记的神经元 
图中所示为杂交 UAS－mCD8::GFP 后两种 GAL4 品系的果蝇脑荧光图谱。绿色标记 GAL4 表达
的细胞，品红色标记突触显示全脑结构。虚线勾出蘑菇体外形，箭头指示某个 PAM 神经元胞
体所在位置。比例尺所示为 20μm。两种 GAL4 标记了果蝇脑内几乎全部多巴胺神经元，但




激活 TH-GAL4 标记的神经元同时呈现气味诱导产生明显的厌恶性记忆(Aso et 












此外，当我们选用另一个品系 HL9-GAL4，是 DDC-GAL4 变种的果蝇（图 3.3
左），也诱发了类似的奖赏性记忆（图 3.3 右）。 
 












图 3.4 热激活 HL9-GAL4 标记神经元诱导产生奖赏性记忆 
左图为果蝇脑内 DDC-GAL4 TH－GAL80 标记神经元的共聚焦荧光显微镜扫描图谱。绿色显示
结合了 TH－GAL80 后 DDC－GAL4 标记的细胞，品红标记突触。虚线勾出蘑菇体外形，箭头指
示某个 PAM 神经元胞体所在位置。比例尺所示为 20μm。右图为热激活诱导产生的奖赏性记
忆。TH－GAL80抑制了部分DDC－GAL4标记的细胞的表达，但没有阻断奖赏记忆的形成。n=11。
**＜0.01，***＜0.001。免疫组化染色由 Igor Siwanowicz 完成。 











神经元的时间在呈现 2种气味之间或是之后，在 DDC-GAL4/UAS-dTrpA1 果蝇中无
法诱导产生奖赏性记忆（图 3.6），表明相关神经元被激活的时效性同联合学习
中 条 件 刺 激 和 非 条 件 刺 激 呈 现 的 时 效 性 一 致 。 综 上 ， 在 饥 饿 的
DDC-GAL4/UAS-dTrpA1 果蝇中显示出的奖赏性记忆是由于特异激活 DDC-GAL4 标
记的神经元造成。 
 





一次糖水-气味联合学习训练后可形成长时记忆(Colomb et al., 
2009;Krashes, 2008)，那通过激活 DDC-GAL4 标记的神经元产生的奖赏性记忆可
以持续多久？是否也具有同糖水奖赏学习类似的动力学特征？因此，我分别检测
















元形成的记忆的行为学表达（图 3.9）。之前有研究报导，阻断 MB-MP1 多巴胺能
神经元的活性可以在饱食的果蝇中诱发糖水奖赏性记忆的行为学表达（Krashes 




DDC-GAL4 标记的神经元活性并没有恢复受抑制的糖水奖赏记忆的表达（图 3.8）。 
 
图 3.8 饲喂动机影响糖水气味奖赏记忆的表达 
上图为改变饥饿动机的示意图，检测的是 3 小时记忆。训练后，继续饥饿果蝇 2.5 小时，然






表示统计学上没有显著差异。数据由 Nobuhiro Yamagata 提供。 
相反的，通过热激活诱导而产生的奖赏性记忆在记忆获得阶段同饥饿状态无




图 3.9 饲喂动机对热激活形成的奖赏记忆的影响 
上图为改变饥饿动机的示意图，检测的是 12 小时记忆。果蝇在训练前或是检测前转入新鲜



























图 3.10 糖水奖赏记忆的获得需要 DDC-GAL4 标记的神经元的输出 











3.4. DDC-GAL4标记的神经元中的 PAM 神经元介导奖赏信号 
DDC-GAL4和 TH-GAL4标记神经元的主要区别在于投射到蘑菇体的神经元上；
DDC-GAL4 标记绝大多数的 PAM 神经元（protocerebral anterior medial，位于
原脑前部中央）(Nassel and Elekes, 1992)，而 TH-GAL4 仅标记零星的该群神
经元（图 3.1）。为了选择性的操控 PAM 神经元，我们对一系列的 GAL4 驱动子品
系的果蝇进行了筛选，从而锁定了 R58E02-GAL4 品系的果蝇。该品系标记了绝大
多数的 PAM 神经元以及视叶的胶质细胞，除此外，并未标记脑内其他细胞（图
3.11 上图和图 3.13 左图）。PAM 神经元的轴突末梢几乎全部终止于蘑菇体水平叶
（图 3.11 下图）。 
 
图 3.11.R58E02－GAL4 特异标记 PAM 神经元 
图中所示为杂交 UAS－mCD8::GFP 后 R58E02－GAL4 品系的果蝇脑荧光图谱。上图为全脑图，
绿色标记 GAL4 表达的细胞，品红色标记抗 TH 染色。下图为放大的 PAM 结构，显示的是 GFP




比例尺所示为 20μm。R58E02－GAL4 品系的果蝇由 Barret D. Pfeiffer 和 Gerald M. Rubin
构建，由 Yoshinori Aso 和 Hiromu Tanimoto 筛选鉴定。 
R58E02-GAL4 增强子序列源于果蝇多巴胺转运体基因的第一个内含子位点
(Kume et al., 2005)，而且神经递质染色表明 R58E02-GAL4 标记的 PAM 神经元
和 DDC-GAL4 标记的 PAM 神经元均为多巴胺免疫阳性（图 3.12a-d），但 5-羟色胺
免疫阴性（图 3.12e-l）。说明由 R58E02-GAL4 和 DDC-GAL4 标记的神经元为多巴
胺神经元。 
 
图 3.12.R58E02－GAL4 特异标记 PAM 神经元 
图中所示为杂交 UAS－mCD8::GFP 后 DDC-GAL4 和 R58E02－GAL4 品系的免疫组化染色后的果





的图为 R58E02-GAL4 品系标记的脑内神经元。a，DDC－GAL4 标记大约 118 个 PAM 神经元中
有 116 个神经元同抗多巴胺免疫阳性的 PAM 神经元重合（n＝6）。（c）R58E02-GAL4 标记大
约 90 个 PAM 神经元中有 87 个神经元同抗多巴胺免疫阳性的 PAM 神经元重合（n＝4）。（e－l）
DDC-GAL4 和 R58E02－GAL4 标记的 PAM 神经元（绿色）都是抗 5－羟色胺免疫阴性。（e－f）
两品系果蝇的全脑荧光图谱。h 和 k，GFP 通道；i 和 l，抗 5－羟色胺通道。比例尺所示为
20μm。b 和 d 免疫组化染色由 Igor Siwanowicz 完成，e－l 免疫组化染色由 Anja B. 
Friedrich 完成。 




图 3.13.激活 R58E02－GAL4 特异标记 PAM 神经元可诱导产生奖赏性记忆 
左图为 R58E02－GAL4 品系果蝇的脑荧光图谱。虚线勾出蘑菇体外形，箭头指向某个 PAM 神
经元。右图为热激活 PAM 神经元诱导产生的奖赏性记忆。n＝16。***＜0.001。 





进一步了解 DDC-GAL4 标记的非 PAM 神经元的作用，我们在与 R58E02-GAL4 相同
基因插入位点使用相同的增强子而构建了 R58E02-GAL80。当同时表达 DDC-GAL4
和 R58E02-GAL80时，R58E02-GAL80选择性的抑制了大多数DDC-GAL4标记的 PAM
神经元内的转基因表达（115 个 PAM 神经元中只剩大约 14 个神经元残留）（图
3.14a-d）。热激活被 R58E02-GAL80 抑制了多数 PAM 神经元的 DDC-GAL4 果蝇不再






图 3.14.DDC-GAL4 标记的非 PAM 神经元在奖赏性记忆中的作用 
（a－d）图中所示为杂交 UAS－mCD8::GFP 后 DDC-GAL4 和 DDC－GAL4 R58E02－GAL80 品系的
免疫组化染色后的果蝇脑荧光图谱。R58E02－GAL80 选择性的抑制 DDC－GAL4 标记的 PAM 神
经元在蘑菇体的转基因表达（a 和 b 中小箭头所指），而 DDC－GAL4 标记的其他神经元并没
有受到R58E02－GAL80的影响（如a和b中大箭头所指的投射到食管下神经节SOG的神经元）。
虽然 DDC－GAL4 R58E02－GAL80 中大部分的 PAM 神经元没有被标记，但仍然有大约 14 个左
右的 PAM 神经元内有 DDC－GAL4 基因的表达（d）。虚线勾出了蘑菇体的外形及相对位置。比
例尺所示为 20μm。免疫组化染色由 Anja B. Friedrich 完成。（e）R58E02－GAL80 抑制了
热激活 DDC-GAL4 标记的神经元所诱导产生的奖赏性记忆。n＝10。***＜0.001；ns，表示统
计学上没有显著差异。 




3.15a）。阻断 PAM 神经元活性既没有造成糖水感知能力的缺陷（图 3.15c），也
没有影响糖水奖赏记忆的巩固或提取（图 3.15b）。而且，我们发现，阻断 DDC-GAL4
标记神经元的活性造成的受损的记忆能够通过表达 R58E02-GAL80 而显著的恢复






图 3.15.R58E02-GAL4 标记的 PAM 神经元对于奖赏性记忆的形成不可或缺 






（c）持续高温阻断 R58E02-GAL4 标记的 PAM 神经元的输出没有影响果蝇的糖水偏好。n＝12。
（d）R58E02-GAL80显著修复了因阻断DDC－GAL4标记的神经元造成的糖水奖赏学习的缺陷。
n＝14－16。*＜0.05；***＜0.001；ns，表示统计学上没有显著差异。 






图 3.16.R58E02-GAL4 标记的 PAM 神经元的神经末梢位于蘑菇体水平叶 
（a）mCD8：：GFP（绿色）显示 R58E02-GAL4 标记的 PAM 神经元，突触前膜血凝素（品红色）





b 和 c 是构成 a 的两个分别的共聚焦扫描通道信号。免疫组化染色由 Igor Siwanowicz 完成。 
为了明确 PAM 神经元介导的奖赏信号是否通过多巴胺受体完成，我们设计实
验：在多巴胺受体缺陷背景的果蝇 dumb2中热激活 PAM 神经元以检验奖赏记忆的
形成。dumb2是通过在 dDA1 基因（也被称为 DopR）中插入 piggyBac 片段造成的




恶和奖赏学习中通过蘑菇体起作用(Kim et al., 2007)。我们将 dumb2 和
MB247-GAL4（标记蘑菇体 α/β 和 γ 神经元的品系）进行重组，并且对突变体
dumb2和在蘑菇体中修复了多巴胺受体的 dumb2,MB247-GAL4 进行糖水气味训练，
结果与前人一致（图 3.17a）。 
为了同时操控 GAL4/UAS依赖的对蘑菇体 Keyon Cells上 dDA1的修复以及热
激活 PAM 神经元，我们重构了一个新的 LexA 驱动子：R58E02-LexA::p65. 该驱
动子被插入到不同于 R58E02-GAL4 的基因位点，但是 R58E02-LexA 几乎覆盖了
R58E02-GAL4 所标记的神经元，并且也能够通过 LexAop-dTrpA1 诱导奖赏性记忆
（图 3.17c-g），说明这个驱动子包含了介导奖赏记忆的 PAM 神经元。 















图 3.17.同时操控 GAL4/UAS 依赖的蘑菇体多巴胺受体修复和 PAM 神经元热激活 
（a）多巴胺受体 dDA1 突变体 dumb2显示糖水介导的嗅觉学习缺陷，能够被标记 α/β和 γ 神
经元的 MB247－GAL4 驱动子恢复 dDA1 在蘑菇体的表达，从而恢复糖水介导的嗅觉学习。n
＝16。数据由 Nobuhiro Yamagata 提供。（b）在突变体 dumb2中激活 PAM 神经元不能诱导产
生奖赏性记忆，但在蘑菇体上的表达野生型 dDA1 受体修复突变体后，激活 PAM 神经元便可
以诱导产生奖赏性记忆。n＝14－22。（c－g）R58E02-LexA 含有 R58E02-GAL4 标记的介导奖
赏的神经元。（c）R58E02-LexA 品系果蝇荧光脑图谱。mCD8::GFP（绿色）显示 R58E02-LexA
标记的 PAM 神经元，抗 TH（品红色）标记了脑内多巴胺细胞。（d）R58E02-GAL4 品系果蝇荧
光脑图谱。（e）在同一果蝇脑内对 LexA 和 GAL4 标记的神经元进行双显色标识，LexA 通过
mCD8::GFP（绿色）显示，GAL4 通过 mCD8::RFP（红色）显示。（f）R58E02-LexA 和 R58E02-GAL4
标记绝大多数相同的神经元，但前者标记的神经元稍少于后者（如箭头所指）。比例尺显示
为 20µm。免疫组化染色由 Igor Siwanowicz 完成。（g）R58E02－LexA/LexAop－dTrpA1 果蝇
也能通过热激活诱导产生奖赏性记忆。n＝16。**＜0.01；***＜0.001；ns，表示统计学上
没有显著差异。 
3.7. PAM 神经元功能的区分 
我们之前鉴定了PAM神经元群内的一类特殊的细胞类型MB-M3在厌恶记忆形
成中的重要作用(Aso et al., 2010)。为了检测 PAM 神经元群内介导厌恶信号和
奖赏信号的神经元是否为同一细胞类型，我们在同一脑内同时标记显示 MB-M3
神经元和 R58E02-GAL4 标记的 PAM 神经元。我们使用 R58E02-LexA 和 NP5272（标






细胞类型。   
 
图 3.18.PAM 神经元群内的多巴胺神经元功能不同 
（a）NP5272 标记 PAM 内 3 个介导厌恶性学习的 MB－M3 多巴胺神经元（箭头所指），由
mCD8::RFP(品红色)标识。这 3 个神经元与 R58E02－LexA 标记的介导奖赏性记忆的 PAM 神经
元（mCD8::GFP，绿色）不重合。比例尺表示 20µm。（b）和（c）为合成（a）的单独的共聚
焦扫描通道。免疫组化染色由 Anja B. Friedrich 完成。 
3.8. 多巴胺神经元功能的区分 
投射到蘑菇体的多巴胺神经元主要有 2群：1）PAM 神经元投射到蘑菇体的
水平叶；以及 2）PPL1 神经元投射到蘑菇体的垂直叶。之前研究表明，PPL1 神
经元介导厌恶学习，而我们的实验结果证明 PAM 神经元介导奖赏学习。为了使两
群分别介导奖赏和厌恶信号至蘑菇体的多巴胺神经元可视化，我们将
R58E02-LexA 和 TH-GAL4 两种驱动子分别结合 GFP 和 RFP，通过探测不同的荧光
信号而检查二者的相互关系。惊奇的发现，PAM 和 PPL1 神经元投射到蘑菇体的
神经末梢在相当大的程度上互为补充，很大程度上没有重合，并且一起覆盖了蘑
菇体全部的叶（lobe）及脚（peduncle）（图 3.19a-c）。不过，大约有 6个左右








（a－c）R58E02－LexA 标记的介导奖赏性记忆的 PAM 神经元（mCD8::GFP，绿色）投射到蘑
菇体水平叶上。TH－GAL4 标记的介导厌恶性记忆的 PPL1 神经元（mCD8::RFP，品红色)投射
到蘑菇体垂直叶和脚上。二者几乎没有重合，但一起覆盖了整个蘑菇体。比例尺表示 20µm。
（b）和（c）为合成（a）的单独的共聚焦扫描通道。（d）同一脑内 R58E02－LexA 和 TH－
GAL4 标记的细胞，显示中央脑结构。（e－g）显示个别 PAM 神经元被 R58E02－LexA 和 TH－
GAL4 同时标记。实心和空心的箭头分别表示 R58E02－LexA 和 TH－GAL4 标记的不重合和重






1993; Honjo et al., 2009; Mizunami and Matsumoto, 2010; Schroll et al., 
2006;Schwaerzel et al., 2003)，我们的实验结果却发现多巴胺在奖赏信号通
路中不可或缺。因此，我们想确定 PAM 神经元介导的多巴胺信号通路同章鱼胺之
间存在何种关系，二者是并行还是串行介导奖赏信息。为此，我们将 TβH 突变
体（tyramine β hydroxylase，酪胺 β 羟化酶：章鱼胺合成酶）分别与标记
PAM 神经元的 R58E02-GAL4 和效应器 UAS-dTrpA1 重组，使得在子一代章鱼胺缺
失的果蝇中激活 PAM 神经元，以检测奖赏记忆是否形成。结果发现，即便章鱼胺




GFP 和 RFP 分别标记 R58E02-LexA 标记的 PAM 神经元和 TDC2-GAL4（Cole et 
al.,2005）标记的章鱼胺神经元。结果显示，两种不同的神经元在 γ 叶的 spur
区以及原脑一些区域有接点（图 3.20b-d）。因为 PAM 神经元和章鱼胺神经元在
这些区域分别具有假想的信息输入和输出位点（图 3.16）（Busch et al.,2009），





图 3.20.章鱼胺信号可能直接调控 PAM 神经元介导的奖赏性信号 
（a）在章鱼胺缺失突变体 TβH 上激活 PAM 神经元可以诱导奖赏性记忆的形成。n＝16-22。
**＜0.01；***＜0.001。数据由 Nobuhiro Yamagata 提供。（b－g）章鱼胺神经元和多巴胺
神经元分别由 TDC2－GAL4 和 R58E02－LexA 标记，通过 mCD8::RFP（品红色）和 mCD8::GFP




比例尺表示 20µm。（e－g）PAM 神经元和 OA－ASM 神经元分别由 R58E02－LexA 和 TDC2－GAL4
标记，这两类神经元没有交叠。箭头表示 TDC2－GAL4 标记的神经元。免疫组化染色由 Anja 
B. Friedrich 完成。 
















图 3.21.PAM 神经元选择性的对糖水刺激反应 
（a）代表性的荧光钙成像图像（脑前部朝下）以及伪彩色图显示的在 PAM 神经元中表达的
GCaMP3 信号因味觉刺激引发的反应。比例尺表示 20µm。（b）蘑菇体不同 PAM 神经元末梢对
味觉刺激的平均反应强度的时间变化曲线。n＝10。灰色的线条表示给予味觉刺激的时间。
（c）在所有测量的区域（γ，β’，β/β’），PAM 神经元对糖水的反应强度都显著高于对水和咖
啡因溶液的反应强度。*＜0.05；***＜0.001。在 β’小叶，探测到 PAM 神经元对水和咖啡
因溶液的明显的反应（†，p＜0.05；††＜0.01。单样本 t 检验）。数据由 Pierre-Yves Plaçais
提供。 
有意思的是，我们发现当果蝇被喂饱时，PAM 神经元对糖水刺激的反应（钙









图 3.22.PAM 神经元对糖水刺激的反应强度受动机影响 
饱食的果蝇中，PAM 神经元对糖水刺激的反应强度显著降低。刺激足部跗节引起的 PAM 神经
元对糖水刺激的反应显著低于刺激喙引起的反应。每种条件下检测果蝇数量都超过 7 只。P
指代糖水刺激喙（Proboscis），T 指代糖水刺激跗节（Tarsi）。＋表示饥饿的果蝇，－表示









但不排除章鱼胺系统可能与 PAM 多巴胺神经元并行发挥介导奖赏学习的作用。PAM 神经元的
激活程度受到饲喂动机（Hunger）的调控。奖赏性的信号由 PAM 神经元介导并经蘑菇体（淡
绿色阴影）上的多巴胺（DA）完成信号的传递，PAM 神经元调节蘑菇体接收气味信息的 Kenyon
细胞（KC）的输出，从而形成奖赏性的记忆。PN：投射神经元。模型由 Yoshihiro Aso 和










据特定的蘑菇体内在和外在神经元的组合来定义(Tanaka et al., 2008)。我们
的实验结果表明在神经元水平，不同多巴胺神经元群投射到蘑菇体这个看似简单
的脑结构中，可以支持生理学和行为学的多样功能导致果蝇表现出适当的行为
(Sejourne et al., 2011; Van and Andretic, 2011; Waddell, 2010)。再者，
我们在果蝇中发现的多巴胺处理奖赏性信号，更深一步的突出了一种神经递质在
生理学上的功能多样性，且同近期在脊椎动物和无脊椎动物中的结果相一致
(Bromberg-Martin et al., 2010; Van and Andretic, 2011;Waddell, 2010)。
特别是，多巴胺在行使处理奖赏和厌恶信息的双重功能上更体现出多巴胺在进化




个投射到蘑菇体的多巴胺神经元在功能上已表现出极大的功能差异(Aso et al., 
2010; Krashes et al., 2009; Mao and Davis, 2009)，如 PPL1 神经元群，一
共包含大约 12 个多巴胺神经元，其中 MB－MP 神经元被证明介导厌恶学习，可该
神经元也受到神经肽 dNPF 的影响而影响奖赏学习的表达；3 个位于 PAM 神经元
群内的 MB-M3 神经元介导厌恶学习。PAM 包含大约 130 个多巴胺神经元，我们证









CS  条件刺激 (Conditional Stimulus) 
CS+ 伴随糖水的条件刺激 (Conditional Stimulus +) 
CS- 非伴随糖水的条件刺激 (Conditional Stimulus -) 
US  非条件刺激 (Unconditional Stimulus ) 
PI  行为指数 (Performance Index) 
STM 短时程记忆 (Short-Term Memory) 
MTM 中时程记忆 (Mid-Term Memory) 
ARM 抗麻醉记忆 (Anesthesia-Resistant Memory) 
LTM 长时程记忆 (Anesthesia-Resistant Memory) 
cAMP 环磷酸腺苷 (3′, 5′-Cyclic Adenosine Monophosphate) 
CXM 放线菌酮 (Cycloheximide) 
ORN 嗅觉感受神经元 (Olfactory Receptor Neuron) 
AL  触角叶 (Antennal Lobe) 
LN  中间神经元 (Local Neuron) 
PN  投射神经元 (Projection Neuron) 




CC  中心体 (Central Complex) 
EB  椭球体 (Ellipsoid Body) 
FB  扇形体 (Fan-shaped Body) 
PB  原脑桥 (Protocerebral Bridge) 
OCT 3-辛醇 (3-Octanol) 
MCH 4-甲基环已醇 (4-Methylcyclohexanol) 
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有着很强的可塑性（Buonomano and Merzenich，1998；Finnerty et al，1999；












et al，1997；Verdejo-Garcia and Bechara，2009）。另外，最近的一项研究发
现，处理内脏感觉信息的岛叶（insular）中的 hypocretin/orexin 神经元在尼
古丁的戒断和渴求过程中起重要作用，而且这些神经元以及其受体




































S1）和次级体感皮层（secondary somatosensory cortex，S2），S1 是各种感觉
信息的主要表达中枢，S2 除了处理单独的感觉信息外，还是各种感觉信息整合
的中枢（Menzel and Barth，2005），S1 和 S2 之间有密切的神经元联系，并以
并行（parallel）或者串行（serial）的方式进行信息交流，共同处理本体感觉
信息。因此我们将损伤位点为主要体感皮层和次级体感皮层。电极的尖端置于一
下坐标：前囟后 1mm，旁开 6.5mm，深度为皮层下 6.5mm。损伤电极分为内外两
层，外层为特氟龙绝缘的不锈钢管，内层为漆包铜丝。外管尖端和内管尖端各有
0.5mm 裸露，以便可以形成回路。颅骨外电极留有 5mm 长长度，内外电极皆留有
引线接头，以备通电流。电极植入后用牙托水泥固定。手术完成后，给大鼠肌肉
注射 10 万单位的氨苄青霉素，术后修养一周，开始实验。 
2.3 损伤 






后再通电流进行损伤（先条件化再进行损伤，即 CPP-L 组）。假损伤组和 CPP-L
组处理相同，只是不通电流，不进行损伤。 
2.4 行为实验装置 

















































占总测试时间的百分比：单样本 t 检验（One sample t test）来检测吗啡对条
件化位置偏好形成的作用（吗啡组 vs.盐水组）；独立样本 t检验（Independent 

















图 A 为 H.E 染色的大鼠脑冠状切面图。图 B 为损毁区域的示意图，灰色区域代表最大损毁脑
区，黑色区域为最小损毁区域，图中数字代表前囟后相应位置脑切片。CPu, caudate putamen; 
AIP, agranular insular cortex, posterior; DI, dysgranular insular cortex; GI, 













啡条件化箱的停留时间占总测试时间的百分比（图 3）。单样本 t 检验发现，与
盐水组相比，吗啡组表现出明显的位置偏好(t(5)= 5.78,p＜0.05)，同样，CPP-L













































et al，2003），杏仁核(Shi and Cassell，1998)，背侧纹状体等(Hoffer and 
Alloway，2001)。这些脑区和核团都被证明和成瘾性药物相关行为的获得和复吸
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